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論文内容の要旨
細胞内へのDNAや酔集などの導入方法として、細胞に電気パルスを印加して膜に穿孔を引き起こす電
気穿孔の技術は、現在、医学や遺伝千工学で問いられている。しかし、膜の穿孔および孔の修復のメカニ
ズム、また、電気穿干しに影響を及ぼす因子聞の関係は十分には明らかにされていない。本論文は、電気穿
孔現象の解明のために、酵母細胞(品cchαromycescereuisiae)を対象にして穿孔実験を行い、得られた
成果をまとめたものである。
第 L章および第2章では、電気穿孔の犠要を述べ、電気穿孔の未解明な課題と本研究の方向性を検討し
fこ。
第3aでは、酵母懸濁液に対する電気穿孔実験を行うために高電界を生成するための電気パルス発生回
路を考案し、これを用いて、穿孔と細胞増殖時期の関係を検討した。その結果、 培養時聞が短い酵母は、
長い酵母よ りも低い初期電界強度のパルスによって穿孔することがわかった。
!l}4章では、穿孔に対する細胞懸濁j伎のlk濃度およびイオン縄の影響について検討した。 NaCI溶液を
附いて、穿孔した酵母細胞数の割合(穿孔率)に対する塩濃度の影響を調べた結巣、その濃度が高いほ
ど穿孔率が高くなることがわかった。また、イオン種の影響について、 NaCI溶液、 KCI溶液、 MgCIt溶液、
CaCI2溶液、 MgSO‘溶液を用いて実験を行った結果、 NaCI溶液の場合{こ、穿孔率が最も高くなることがわ
かった。
第 5苦言.では、穿孔率が一定となるためのパルスの電界強度、 パルスlt品、懸樹液の導電率の関係について
検討した。その結果、電界強度の備が一定であれば、パルス幅と導電率は反比例の関係にあることがわか
った。 また、この関係に基づいて、孔近辺に集中したイオンの電気力によ り脂質分子が剥離され、孔の拡
大が生じるとする孔の拡大モデルを提案した。
第6J者では、酔侍細胞の形状、大きさおよび染色の有無を計測するための画像処理ソフトウェアを開発
し、細胞間期および大きさと、穿孔率との関係について検討した。その結果、 S-)d期の酵母はG1期の酵母
よりも穿孔率が高くなり、細胞が大きくなれば穿孔率が低く なることがわかった。
第7章では、孔の修復および生存'性に対する電気パルスの影響について検討した。実験結果から、電気
パルスによって生じた孔は数分で修復し、パルスの初期電界強度の値が増大すれば、 孔の修復に要する時
間が長くなること、また、初期電界強度および時定数の値が増大すれば、酔母の生存率が低くなることが
わかった。
第8主主では、結論として、本論文を総括した。
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論文審査の結果の要旨
細胞懸濁液に電気パルスを印加することにより細胞膜穿孔を引き起こし、細胞内へDNAや酵素を導入す
る電気穿孔の技術は、現在、遺伝子工学などで用いられている。しかし、膜穿孔および孔修復のメカニズ
ム、また、電気穿孔に影響を及ぼす因子は、十分には解明されていない。
そこで、本論文の著者は、酵母細胞 (Sαccharomycescerevisiαe)を対象に電気穿孔実験を行い、穿孔
に影響を及ぼす因子を詳細に調べることで穿孔現象を考察し、その結果として、以下に述べる新しい知見
を得ている。
まず、静母懸濁液に対する穿孔実験を行うために、高電界を生成する電気パルス発生装置を考案し、こ
れを用いて、穿孔と細胞増殖時期の関係を考察している。その結果、穿孔した酔母細胞数の割合(穿孔
率)は、培養時間の差異によって影響を受け、培養時間が短い酵母は、長い酵母よりも低い初期電界強度
のパルスによって穿孔することを明らかにしている。
次に、穿孔に対する細胞懸濁液の塩濃度およびイオン種の影響について検討している。 NaCI溶液を用い
て、穿孔率に対する埠濃度の影響を調べ、その濃度が高いほど穿孔率が高くなることを明らかにしている。
また、イオン揮の影響については、 NaCI溶液、 KCI溶液、 MgCl2溶液、 CaCI2溶液、 MgS04溶液を用いて実験
を行い、 NaCI溶液の場合に穿孔率が最も高くなることを明らかにしている。
続いて、穿孔率が一定となるためのパルスの電界強度、パルス幅、懸濁液の導電率の関係を検討し、電
界強度の値が一定であれば、パルス幅と導電率は反比例の関係にあることを明らかにしている。また、こ
の関係に基づいて、子L近辺に集中したイオンの電気力により脂質分子が剥離され、孔の拡大が生じるとす
る孔の拡大モデルを提案している。
さらに、酵母細胞の形状、大きさおよび染色の有無を計調Ijするためのl畠j像処埋、ノフトウェアを開発し、
細胞周期および大きさと穿孔半との関係について検討し、 S-M期の酵母はG1期の酵母よりも穿孔率が高く
なり、細胞が大きくなれば穿孔率が仮くなることを明らかにしている。
畳後に、孔の修復および生存性に及ぼす電気パルスの影響について棋討し、電気パルスによって生じた
孔は数分で修復し、パルスの初期電界強度の値が増大すれば、孔の修復に要する時間が長くなること、ま
た、初期電界強度および時定数の値が明大すれば、酵母の生存率が低くなることを明らかにしているe
以上の成果は、電気穿孔現象の解明に資する令益な知見を与えており、生物電気化学や電気丁学の尭展
に寄与するものである。よって、本論文の著者は博士(下学)の学位を受ける資格を有するものと認める。
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